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(57) Abstract 

A pharmaceutical vaccine composition including at least a first and a second human transferrin-binding molecules as ther- 
K^if 8 ? ' whe y em I said tot molecule originates from a first N meningitidis strain having a human transferrin receptor of 
♦ It T* t WC1 ? SUbUmt is rec °g nized fe y an anti-receptor antiserum of N meningitidis strain 2394 (re- 

ceptor 2394) but not by an anti-receptor antiserum of N meningitidis strain 2169 (receptor 2169); and at least one second mole- 
k 0 "emating from a second N meningitidis strain having a human transferrin receptor of which the lower molecular weight 
subumt fIop2) is recognized by a 2169 anti-receptor antiserum but not by a 2394 anti-receptor antiserum. 

(57)Abrege 

Une composition pharmaceutique yaccinale qui comprend a titre d'agents therapeutiques au moins une premiere et une 
2 I?™* ™° ™ de S ' J 1Cr a l a transferrine humaine; ladite premiere molecule ayant pour origine une premiere 

souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine dont la sous-unite de poids moleculaire moindre 
(Top2) est reconnue par un antiserum anti-recepteur de la souche N. meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue par 
un antiserum anti-recepteur de la souche de N. meningitidis 2169 (recepteur 2169); et au moins une deuxieme molecule ayant 
pour engine une deuxieme souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine dont la sous-unit6 de 
poids moleculaire moindre (Ibp2) est reconnue par un antiserum anti-recepteur 2169 et n'est pas reconnue par un antiserum anti- 
recepteur 2394. r 
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Vaccin contre les infections k Neisseria meningitidis 



5 La pr6sente invention a pour objet une composition pharmaceutique 

vaccinale destinee k la pr6vention des m6ningites causees par Neisseria 
meningitidis. 

* 

D'une mani&re g6ndrale, les meningites sont soit d'origine virale, soit 
10 d'origine bact6rienne. Les bacteries principalement responsables sont : 
N. meningitidis et Haemophilus influenzae, respectivement impliqu6es dans 
environ 40 et 50 % des cas de meningites bacteriennes. 

On denombre en France, environ 600 k 800 cas par an de meningites k 
15 N. meningitidis. Aux Etats-Unis, le nombre de cas s'eleve a environ 2 500 a 3 000 
par an. 

L'esp&ce N. meningitidis est sub-divisee en serogroupes selon la nature des 
polysaccharides capsulaires. Bien qu'il existe une douzaine de serogroupes, 

2 0 90 % des cas de meningites sont attribuables a 3 serogroupes : A, B et C. 

II existe des vaccins efQcaces a base de polysaccharides capsulaires pour 
prevenir les meningites & N. meningitidis serogroupes A et C. Ces 
polysaccharides tels quels ne sont que peu ou pas immimogeniques chez les 
25 enfants de moins de 2 ans et n'induisent pas de memoire immunitaire. 
Toutefois, ces inconv6nients peuvent fetre surmontds en conjuguant ces 
polysaccharides k une prot6ine porteuse. 

Par contre, le polysaccharide de N. meningitidis groupe B n* est pas ou peu 

3 0 immunogfene chez Thomme, qu'il soit sous forme conjugu6e ou non. Ainsi, il 

apparait hautement souhaitable de rechercher un vaccin a Tencontre des 
meningites induites par N. meningitidis notamment du serogroupe B autre qu'un 
vaccin k base de polysaccharide. 

35 A cette fin, differentes prot6ines de la membrane externe de 

N. meningitidis ont deja ete proposees. II s'agit en particulier du recepteur 
membranaire de la transferrine humaine. 
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D'une maniere generate, la grande majority des bact&ries ont besoin de fer 
pour leur croissance et elles ont developpe des syst&mes sp^cifiques 
d'acquisition de ce metal. En ce qui concerne notamment N. meningitidis qui est 
un pathogfene strict de Thomme, le fer ne peut Stre pr61eve qu'i partir des 
5 prolines humaines de transport du fer telles que la transferrine et la 
lactoferrine puisque la quantite de fer sous forme libre est negligable chez 
Thomme (de Tordre de : 1CT 18 M), en tout cas insuffisante pour permettre la 
croissance bacterienne. 

Ainsi, K meningitidis possfcde un recepteur de la transferrine humaine et 
un recepteur de la lactoferrine humaine qui lui pennettent de fixer ces 
proteines chelatrices du fer et de capter par la suite le fer necessaire k sa 
croissance, , _ 

Le recepteur de la transferrine de la souche N. meningitidis B16B6 a ete 
purifiS par Schryvers et al (WO 90/12591) a partir d'un extrait membranaire. 
Cette proline telle que purifiee apparait essentiellement constitute de 2 types 
de polypeptides : un polypeptide d'un poids moleculaire apparent eleve de 
100 kD et un polypeptide d'un poids moleculaire apparent moindre d'environ 
70 kD, tels que reveles apres 61ectrophorese sur gel de polyacrylamide en 
presence de SDS. 

Le produit de la purification notamment mise en oeuvre par Schryvers est 
appel6, par definition arbitraire et pour les besoins de la presente demande de 
25 brevet, recepteur de la transferrine et les polypeptides le constituant, des sous- 
unites. Dans la suite du texte, les sous-unit6s de poids mol6culaire 61ev6 et de 
poids moleculaire moindre sont respectivement appelees Tbpl et Tbp2. 

On a maintenant trouve qu'il existait au moins 2 types de souches qui 
3 o different par la constitution de leurs rScepteurs de la transferrine respectifs. 
Ceci a ete mis en evidence en etudiant des extraits membranaires de plusieurs 
dizaines de souches de N. meningitidis d'origines variees. Ces extraits 
membranaires ont tout d'abord 6t6 soumis a une 61ectrophorese sur gel de SDS- 
PAGE, puis electrotransferSs sur feuilles de nitrocellulose, Ces feuilles de 
3 5 nitrocellulose ont 6t6 incubees : 
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a) en presence (Tun antiserum de lapin dirige contre le r6cepteur de la 
transfenine purifie k partir de la souche N. meningitidis B16B6, aussi 
appellee 2394 ; 

b) en presence d'un antiserum de lapin dirig6 contre le recepteur de la 
transferrine purifte k partir de la souche N. meningitidis 2169 ; ou 

c) en ptesence de la transferrine humaine conjuguee k la peroxydase. 
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En ce qui concerne a) et b), la reconnaissance des sous-unites du recepteur de 
la transferrine est r6v61ee par addition d'un anticorps anti-immunoglobulines de 
lapin couple k la peroxydase, puis par addition du substrat de cette enzyme. 



15 



Les tableaux I et II ci-apres dessous indiquent le profil de certaines souches 
representatives tel qu'il apparait sur gel de SDS-PAGE k 7,5 % 
polyacrylamide ; les bandes sont caracterisees par leur poids moleculaire 
apparent exprime en kilodaltons (kD) : 
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Les rfeultats repertories dans les 2 premieres lignes des tableaux montrent qu'il 
existe 2 types de souches : 

Le premier type (Tableau I) correspond k des souches qui possfcdent un 
5 recepteur dont les 2 sous-unit6s sont reconnues par Pantis6rum anti-recepteur 
2394 tandis que seule la sous-unitd de haut poids moleculaire est reconnue par 
Pantis£rum anti-recepteur 2169. 

Le second type (Tableau II) correspond k des souches qui possfcdent un 
10 recepteur dont les 2 sous-unit6s sont reconnues par Pantis6rum anti-recepteur 
2169 tandis que seule la sous-unit6 de haut poids moleculaire est reconnue par 
l'antiserum anti-recepteur 2394. 

En consequence, il existe une diversity antig6nique au niveau de la sous-unite 
15 de moindre poids moleculaire. Cette diversite est toutefois restreinte puisqu'elle 
se resout en 2 grands types, contrairement a ce qui est suggere par Griffiths et 
al, FEMS Microbiol. Lett. (1990) £2 : 31. 

[Par ailleurs, on notera que quelque soit le type de souche, la sous-unite capable 
20 de se lier zl la transferrine est toujours la sous-unite de moindre poids 
moleculaire (Tableaux A et B, troisieme ligne des resultats).] 

En vertu de ces constatations, il eut 6te tentant de conclure qu'un vaccin 
efficace a Pencontre de toutes les infections a N. meningitidis pouvait etre 
25 constitud de maniere suffisante, d'un recepteur de la transferrine ou 
uniquement de- sa sous-unite de haut poids moleculaire, quelle que soit la 
souche d'origine du recepteur, puisque cette dernifere est reconnue par les 2 
types d'antiserums. 

30 De maniere surprenante, on a maintenant trouve que tel n'etait pas le cas dans 
la mesure ou la sous-unit6 de haut poids moleculaire ne serait pas capable 
d'induire la production d'anticorps de type neutralisant, Seule la plus petite des 
2 sous-unites du recepteur serait capable de remplir cette fonction. Puisque 
cette sous-unite de moindre poids moleculaire se caracterise par une variation 

35 antigenique significative du premier type au deuxieme type de souche, un seul 
type de recepteur de la transferrine ne devrait pas etre suffisant pour vacciner 
centre toutes les infections k N. meningitidis. 
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Cest pourquoi l'invention propose : 

Une composition pharmaceutique vaccinate qui comprend k titre d'agents 
th£rapeutiques au moins une premiere et une deuxieme molecules 
capables de se lier k la transferrine humaine ; ladite premiere molecule 
ayant pour origine une premiere souche de N. meningitidis qui poss&de un 
recepteur de la transferrine humaine au moins constitue d'une sous-unite 
de haut poids moteculaire (Tbpl) et d'une sous-unit6 de poids moleculaire 
moindre (Tbp2) et dont la sous-unite de poids moleculaire moindre 
(Tbp2) est reconnue par un antis6rum anti-r6cepteur de la souche 
N. meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue par un 
antiserum anti-r6cepteur de la souche de N. meningitidis 2169 (recepteur 
2169) ; et ladite deuxieme molecule ayant pour origine une deuxieme 
souche de N. meningitidis qui poss&de un recepteur de la transferrine 
humaine au moins constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire 
(Tbpl) et d'une sous-unite de poids moteculaire moindre (Tbp2) et dont 
la sous-unite de poids moleculaire moindre (Tbp2) est reconnue par un 
antiserum anti-recepteur 2169 et n'est pas reconnue par un antiserum 
anti-r6cepteur 2394 ; 

Un kit de vaccination contenant : 

a) Une composition pharmaceutique qui comprend k titre d'agent 
therapeutique au moins une premiere molecule capable de se lier a 
la transferrine humaine ; ladite premiere molecule ayant pour 
origine une premiere souche de N. meningitidis qui possede un 
r6cepteur de la transferrine humaine au moins constitue d'une sous- 
unit6 de haut poids moleculaire et d'une sous-unit6 de poids 
moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids moleculaire 
moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur de la souche 
K meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue par un 
antis6rum anti-r6cepteur de la souche de N. meningitidis 2169 
(recepteur 2169) ; 

* 

b) Une composition pharmaceutique qui comprend & titre d'agent 
therapeutique au moins une deuxieme molecule capable de se lier k 
la transferrine humaine ; ladite deuxieme molecule ayant pour 
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origine une deuxieme souche de N. meningitidis qui possede un 
recepteur de la transferrine humaine au moins constitue d'une sous- 
unite de haut poids moleculaire et d'une sous-unite de poids 
moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids moleculaire 
moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur 2169 et n'est 
pas reconnue par un antiserum anti-recepteur 2394. ; et 

c) Des instructions pour l'administration concomitante ou consecutive 
des compositions a) et b) ; 

L'usage therapeutique combing d'au moins une premiere et une 
deuxifeme molecules capables de se lier a la transferrine humaine ; 
ladite premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de 
N. meningitidis qui possede im recepteur de la transferrine humaine au 
moins constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire et d'une 
sous-unite de poids moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids 
moleculaire moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur de 
la souche N. meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue 
par un antiserum anti-recepteur de la souche de N. meningitidis 2169 
(recepteur 2169) ; et ladite deuxieme molecule ayant pour origine une 
deuxieme souche de Ns meningitidis qui possede un recepteur de la 
transferrine humaine au moins constitue d'une sous-unite de haut poids 
moleculaire et d'une sous-unite de poids moleculaire moindre et dont 
la sous-unite de poids moleculaire moindre est reconnue par un 
antiserum anti-recepteur 2169 et n'est pas reconnue par un antiserum 
anti-recepteur 2394 ; et 

Une methode de vaccination a l'encontre des infections a N. meningitidis, 
qui comprend l'acte d'administrer une quantity efficace d'un point de 
vue therapeutique d'au moins une premiere et une deuxieme molecules 
capables de se lier k la transferrine humaine, de maniere concomitante 
ou consecutive, a un sujet ayant besoin d'un tel traitement vaccinal ; 
ladite premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine au 
moins constitu6 d'une sous-unit6 de haut poids moleculaire et d'une 
sous-unite de poids moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids 
moleculaire moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur de la 
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souche N. meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue par 
un antiserum anti-recepteur de la souche de N. meningitidis 2169 
(recepteur 2169) ; et ladite deuxifeme molecule ayant pour origine une 
deuxifeme souche de N. meningitidis qui possede un r6cepteur de la 
transferrine humaine au moins constitu6 d'une sous-unite de haut poids 
moleculaire et d'une sous-unit6 de poids moleculaire moindre et dont la 
sous-unite de poids moleculaire moindre est reconnue par un antiserum 
anti-r6cepteur 2169 et n'est pas reconnue par un antiserum anti- 
r6cepteur 2394. 



Par "molecule capable de se lier a la transferrine humaine", on entend soit 
un recepteur de la transferrine humaine ayant pour origine N. meningitidis 
(c'est-a-dire nne molecule comprenant notamment 2 types de sous-unites) soit 
uniquement la sous-unit6 du recepteur, capable de se lier k la transferrine 
15 humaine, ainsi qu'un fragment ou un analogue de cette sous-unit^. 

Un recepteur de la transferrine peut etre obtenu sous forme purifiee k 
partir d'une souche de N. meningitidis prealablement cultivee dans un milieu 
carence en fer sous forme libre, notamment selon la methode de Schryvers et al, 
2 0 WO 90/12591, d£crite de mani&re similaire dans Schryvers et al, Infect. Immun. 
(1988) 56 (5) : 1144. De maniere alternative, xm recepteur de la transferrine 
ayant pour origine une souche de N. meningitidis peut Stre produit en mettant 
en oeuvre les techniques du genie g6n6tique. Le ou ies fragments d'ADN 
codant pour les sous-unites du recepteur peuvent etre exprimes conjointement 

2 5 ou s^parement dans un systeme d'expression heterologue (e.g. bacterie, levure, 

cellule de mammifere). Les sous-unit6s sous forme libre ou associees sous 
forme de recepteur sont dans ce cas-la recueillies k partir d'une culture et 
purifiees, Lorsque les sous-unites sont ainsi produites sous forme libre, on peut 
pr6voir de les reassocier sous forme de recepteur en les sonmettant a un 

3 o traitement approprte. 

La sous-unit6 capable de se lier k la transferrine humaine (sous-unite de 
moindre poids moleculaire) peut etre obtenue sous forme purififie (c'est-^dire 
dissociSe et isolee de la sous-unite de haut poids moleculaire) notamment k 
3 5 partir d'un recepteur purifie selon la methode de Schryvers et al, en soumettant 
le recepteur a Inaction d'un agent fortement d6naturant tel que Turee 8M ou la 
guanidine HC1 6M, puis en s6parant les sous-unites dissociees par des m^thodes 
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chromatographiques classiques telles qu'une chromatographie d'echange d'ions 
ou de gel de filtration. De maniere alternative, la sous-unite peut etre produite 
selon les mdthodes du genie g6netique. Ces methodes sont en outre 
parfaitement adaptees a la production des fragments ou des analogues de la 
5 sous-unite. 

A titre d'exemple, les sous-unites Tbpl et Tbp2 des souches 2394 et 2169 
sont d6crites par reference k leurs sequences d'acides amines telles que 
montr6es dans les identificateurs de sequences n° 1 k 4 (SEQ ID N° 1 & 4). 

10 

Par "fragment de la sous-unit6 capable de se lier & la transferrine humaine", 
on signifie un peptide ayant une sequence d'acides amines qui est incluse dans 
la sequence de la sous-unit^. Par "analogue de la sous-unite capable de se lier k 
la transferrine humaine", on signifie une proteine ayant une sequence d'acides 
15 amines qui presente un degre d'homologie d'au moins 80 %, de preference d'au 
moins 90 %, de maniere tout a fait preferee d'au moins 95 % avec la sequence 
de la sous-unite. Aux fins de la presente invention, il est bien entendu qu'un tel 
fragment ou un tel analogue doit conserver les proprietes immunogenes de la 
sous-unit6. 

20 

Les souches de N. meningitidis 2394 (B:2a:PL2:L2.3) et 2169 
(B:9:P1.9:L3.7), communement utilisees dans les laboratoires, sont 
publiquement disponibles aupres de la Collection de Tlnstitut Pasteur, 25 rue 
du Dr Roux 75015 Paris sous les numeros d'enregistrement respectifs OP 7908 
25 et CIP 7917. 

De plus, les antiserums anti-recepteur qui sont requis afin de discriminer 
les souches dei^ meningitidis peuvent etre obtenus comme suit : 

30 Un recepteur est tout d'abord pimfie a partir d'une souche initiale (2394 

ou 2169), selon la methode de Schiyvers et al. Des lapins n6oz61andais albinos 
recoivent par voie sous-cutanee et intramusculaire 100 ^g du recepteur en 
presence d'adjuvant complet de Freund. 21 jours et 42 jours apres la premiere 
injection, les lapins recoivent a nouveau 100 ptg du recepteur purifie mais ces 

3 5 fois-ci en presence d'adjuvant incomplet de Freund. 15 jours apres la derniere 
injection, le serum des animaux est preleve, puis decomplemente et filtre sur 
une membrane de porosite 0,45 Le filtrat est par la suite epuise par contact 



WO 93/06861 



11 



PCT/FR92/00905 



avec la souche initiate qui pour se faire, a 6te cultivee au prealable en presence 
de fer (dans ces conditions, la synthese du recepteur de la transferxine est 
r6prim6e). Les modalit6s de contact sont comme suit : 10 ml du filtrat sont 
ajout6s k 10*0 cfu (unites formant des colonies) d'une culture de la souche 
5 initiate. L'adsorption est poursuivie une nuit k 4°C, sous agitation. Les bact6ries 
sont ensuite 61imin6es par centrifugation. Le surnageant est recuper6 puis 
sourais k nouveau k 2 operations d'adsorption successives comme 
pr6c6demment djScrit. 

10 Le type d'une souche (vis-a-vis de la nature de son r6cepteur de la 

transferrine) peut etre identifte k partir d'extraits membranaires derives de 
cultures carenc6es en fer sous forme libre, en mettant en oeuvre des techniques 
conventionnelles telles que Telectrophorese sur gel de SDS-PAGE, poursuivie 
par un immunoblotting utilisant un antiserum tel que prec6demment decrit. 

15 

La premiere molecule entrant dans la composition vaccinate a pour 
origine une premiere souche de N. meningitidis qui poss&de un recepteur de la 
transferrine essentiellement constitue (i) d'une sous-unit6 de haut poids 
moteculaire, de maniere avantageuse de 100 a 90 kD, de preference de 93- 
20 95 kD environ et (ii) d'une sous-unite de moiiidre poids moleculaire, de 
maniere avantageuse de 75 k 60 kD, de preference de 72 k 65 kD, et de maniere 
tout k fait preferee respectivement (i) de 93 kD et (ii) de 67-70 kD environ. 

La deuxieme molecule entrant dans la composition vaccinate a pour 
25 origine une deuxieme souche de K meningitidis qui poss&de un recepteur de la 
transferrine essentiellement constitue (i) d'une sous-unite de haut poids 
moteculaire, de maniere avantageuse de 100 k 90 kD, de preference de 100 k 
95 kD, de maniere tout a fait pref£r6e de 98 kD environ et (ii) d'une sous-unite 
de moindre poids moleculaire, de maniere avantageuse de 90 k 80 kD, de 
3 0 preference de 87 k 85 kD, de maniere tout k fait pr6fer6e de 87 kD environ. 

Les poids moleculaires indiqu^s ci-avant sont des poids moteculaires 
apparents tels que reveles apres electrophorese d'un recepteur purifie sur gel 
de SDS-PAGE. Une telle electrophorese peut etre mise en oeuvre selon la 
3 5 methode de Laemmli illustree comme suit : 
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On prepare tout d'abord un gel de polyaciylamide (16 cm x 20 cm x 1 mm 
d'epaisseur) comprenant un pregel a 5 % et un gel separateur a 7,5 % dans du 
tampon d'&ectrophorese (Tris 6 g/1, glycine 28,8 g/1, SDS 0,1 %). 

5 D'autre part, a 50 /il d'une solution de recepteur purifie a 0,6 mg/ml (dans 

le tampon phosphate 50 mM pH 8.0 contenant du Sarkosyl a 0,05 %) sont 
ajoutes 50 yl de tampon 6chantillon (Tris-Ha62mM pH6.8, SDS 2%, 
B-mercaptoethanol 5 %, glyc&ol 1 %, bleu de bromophenol 0,001 %). Le 
melange est incube pendant 5 min dans un bain d'eau en ebullition. 17 y.1 (soit 
10 5 Mg de proteine) de 1'ecbantilion ainsi prepar6 sont deposds dans un puits du 
gel. On ajoute en parallele, un echantillon prepar6 de maniere similaire qui 
contient des marqueurs de poids moHculaire. U61ectrophorese est rSalisee en 
tampon d'electrophorese a 50 Volts pendant 15 heures. Le gel est fixe et colore 
au bleu de Coomassie. 

15 

D'une maniere generale, la premiere ou la deuxieme mol6cule utUe aux 
fins de la presente invention peut avoir pour origine une souche de 
N. meningitidis de n'importe quel serogroupe. De maniere avantageuse, la 
premiere ou la deuxieme molecule a pour origine une souche de N. meningitidis 
20 serogoupe B. De preference, la premiere et la deuxieme mol6cules ont 
respectivement pour origine une premiere et une deuxieme souches de 
iVL meningitidis serogroupe B. 

* 

Selon un aspect de l'invention tout a fait prefere, la premiere molecule a 
25 pour origine la souche 2394 tandis que la deuxieme mol6cule a pour origine la 
souche 2169. 

Une composition pharmaceutique selon Tinvention peut etre fabriquee de 
maniere conventionnelle. En particulier on associe le ou les agents 

3 o therapeutiques selon l'invention avec un diluant ou un support acceptable d'un 
point de vue pharmaceutique. Une composition selon l'invention peut etre 
administr6e par n'importe quelle voie conventionnelle en usage dans le 
domaine des vaccins, en particulier par voie sous-cutanee, par voie intra- 
musculaire ou par voie intra-veineuse, par exemple sous forme de suspension 

35 injectable. L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou 
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plusieurs fois apres un certain d£lai d'intervalle. Le dosage approprie varie en 
fonction de divers parametres, par exemple, de Findividu trait6 ou du mode 
d'administration. 

5 Uinvention est decrite plus en details dans les exemples ci-aprfes et par 

r6f6rence k la Figure 1, qui repr6sente une 61ectrophordse en gel SDS-PAGE 
en polyacrylamide 7,5 % dans laquelle les colonnes A et B correspondent aux 
r£cepteurs des souches N. meningitidis 2169 et 2394, respectivement. Les filches 
& Thorizontale indiquent 1' emplacement des prolines t6moins de masse 
10 moleculaire apparente connue (94 kD, phosphorilase B ; 67 kD, albumine). 
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EXEMPLE 1 : Purification du recepteur de la transfemne k partir de la 

souche 2394 

1A - Culture 

5 

Un lyophilisat de la souche N. meningitidis 2394 est repris dans environ 
1 ml de bouillon Mueller-Hinton (BMH, Difco). La suspension bacterienne est 
ensuite 6talee sur le milieu solide Muller-Hinton contenant du sang cuit (5 %). 

10 Aprfcs 24 h d'incubation a 37°C dans une atmosphere contenant 10 % de 

CO^ la nappe bacterienne est recueillie pour ensemencer 150 ml de BMH 
pH 7.2, rSpartis en 3 erlens de 250 ml, I/incubation est poursuivie pendant 3 h a 
37°C sous agitation. Chacune des 3 cultures ainsi realisees permet d'ensemencer 
400 ml de BMH pH 7,2 supplement6s avec 30 fim d'6thylenediamine - di (O - 

15 hydroxyphenyl - acetic acid) (EDDA, Sigma), qui est un agent ch61atant du fer 
sous forme libre. 

Apres 16 h de culture a 37°C sous agitation, les cultures sont controlees 
pour leur purete par observation au microscope apr&s une coloration de Gram. 
20 La suspension est centrifugSe, le culot contenant les germes est pese et 
conserve k -20°C. 

IB - Purification 

25 La methode de purification est essentiellement telle que decrite par 

Schryvers et al (supra). 

Le culot bacterien obtenu en 1A est d6congele, puis remis en suspension 
dans 200 ml de tampon Tris HQ 50 mM, pH 8.0 (tampon A). La suspension est 

30 centrifugee pendant 20 min k 15 000 xg k 4°CLe culot est r6cupere, puis remis 
en suspension dans du tampon A k la concentration finale de 150 g/1. Des 
fractions de 150 ml sont traitees pendant 8 min k 800 bars dans un lyseur de 
cellules travaillant sous haute pression (Rannie, modele 8.30H). Le lysat 
cellulaire ainsi obtenu est centrifuge pendant 15 min k 4°C k 15 000 xg. Le 

35 surnageant est recupere, puis centrifuge pendant 75 min k 4°C a 200 000 xg. 
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Aprfcs Elimination du surnageant, le culot est repris dans du tampon A et aprfes 
dosage de prolines selon Lowry, la concentration de la suspension est ajust6e k 
5 mg/ml. 

5 A 1,4 ml de la suspension de membranes on ajoute 1,75 mg de transferrine 

humaine biotynylee selon le proc6d6 d6crit par Schryvers. La concentration 
finale de la fraction membranaire est de 4 mg/ml. Le melange est incub6 
1 heure k 37°C puis centrifuge k 100 000 xg pendant 75 min k 4°C Le culot de 
membranes est repris par le tampon A contenant du NaCl 0,1M et incub£ 
10 pendant 60 min k temperature ambiante. 

Apres solubilisation, on ajoute k cette suspension un certain volume de 
NLauroyl Sarkosine k 30% (p/v) et d'EDTA 500 mM de fagon que les 
concentrations finales en Sarkosyl et EDTA soient de 0.5 % et 5 mM 
15 respectivement. Apr&s une incubation de 15 min k 37°C sous agitation, on 
ajoute 1 ml de r6sine streptavidine-agarose (Pierce) prealablement lavee en 
tampon A. La suspension est incubee 15 min k temperature ambiante puis 
centrifug£e k 1 000 xg pendant 10 min. La r6sine est ensuite conditidnnee dans 
une colonne et Teluat direct est elimine. 

20 

La resine est lavee par 3 volumes de colonnes de tampon Tris-HCl 
50 mM pH 8.0 contenant NaCl 1M, EDTA 10 mM Sarkosyl 0,5 % (tampon B) 
puis par un volume de colonne de tampon B contenant de la guanidine HQ 
750 mM. Le recepteur de la transferrine est ensuite elue par le tampon B 
25 contenant de la guanidine HC1 2M Sarkosyl 0,05 %\ L'eluat est collect^ en 
fraction dont le volume correspond k 1 Vol., dans des tubes contenant 1 Vol. de 
Tris HC1 50 mM pH 8.0, NaCl 1M. La densite optique k 280 nm de Teluat est 
mesuree en sortie de colonne k Taide d'un detecteur UV. 

3 o Les fractions correspondant au pic d'elution sont recueillies, dialysees 

contre du tampon phosphate 10 mM, pH 8.0 contenant du Sarkosyl 0,05 % et 
lyophilisees. Le lyophilisat est repris dans de Teau k une concentration 10 fois 
sup6rieure. La solution est dialys6e une seconde fois contre du tampon 
phosphate 50 mM pH 8.0 contenant du Sarkosyl 0,05 % (tampon C) puis la 

3 5 solution est filtree stir une membrane de porosite 0,22 nm. 
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Le contenu en prot6ines est determine et ajuste k 1 mg/ml par 
addition de tampon C, sous conditions aseptiques, Cette preparation est 
conservee k -70°C. 

5 

EXEMPLE 2 : Purification du recepteur de la transferrine k partir de la 

souche 2169. 

La culture de la souche 2169 et la purification du recepteur de la 
10 transferrine sont effectuees dans des conditions identiques k celles decrites dans 
TExemple L 



EXEMPLE 3 : Composition pharmaceutique vaccinale destinee a prevenir des 
15 infections a N. meningitidis. 

Les solutions steriles obtenues dans les Exemples 1 et 2 sont 
decongelees. Afin de preparer un litre de vaccin renfermant 100 ng/mL de 
chacun des principes actifs, on melange sterilement les solutions suivantes : 

20 

- Solution de recepteur 2394 k 1 mg/ml 

dans du tampon C 100 ml 

- Solution de recepteur 2169 a 1 mg/ml 

25 dans du tampon C 100 ml 

- Eau physiologique tamponnee (PBS) 

apH6.0 300 ml 

30 - Hydroxyded , aluminiumalOmgAl + + + /ml 50ml 

- Merthiolate k l% (p/v) dans du PBS 10 ml 



^ PBS qsp 1000 ml 



35 
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EXEMPLE 4 : Mise en evidence de Pimportance de la sous-unit6 de moindre 

poids moleculaire k titre d'agent vaccinal, 

Des lapins n^ozelandais albinos recoivent par voie sous-cutan6e et 
5 intramusculaire 100 ng du recepteur 2394 ou 2169 (tel que obtenu dans 
PExemple 1 ou 2) en presence d'adjuvant complet de Freund. 21 jours et 
42 jours apr&s la premiere injection, les lapins recoivent a nouveau 100 /ig du 
recepteur puri£i6 mais ces fois-ci en presence d'adjuvant incomplet de Freund. 
15 jours aprfcs la dernifere injection, le serum de animaux est pr61ev6, puis 

10 decomplement6 et filtr6 sur une membrane de porosit6 0,45 jim. Le fQtrat est 
par la suite 6puise par contact avec la souche initiale (2394 ou 2169) qui pour se 
faire, a 6t6 cultiv6e au pr6alable en presence de fer sous forme libre (dans ces 
conditions, la synthese du recepteur de la transferrine est reprim6e). Les 
modalites de contact sont comme suit : 10 ml du filtrat sont ajout6s k 10^ cfu 

15 (unites formant des colonies) d'une culture de la souche initiale. L'adsorption 
est poursuivie une nuit k 4°C, sous agitation. Les bacteries sont ensuite 
eliminees par centrifugation. Le surnageant est recupere puis soumis k nouveau 
k 2 operations d'adsorption successives comme precedemment decrit. 

2 0 Une gamine de dilution de chacun des antiserums anti-rScepteur 2394 et 

anti-recepteur 2169 est preparee en milieu M199 (Gibco). 200 fxl de chaque 
dilution sont d6pos6s dans les puits d'une macroplaque de titrage (8xl2in.). Un 
essai temoin est realise avec 200 /xl de milieu M199. Dans chacuns des puits on 
ajoute (i) 100 jzl d'une culture en phase de croissance exponentielle d'une 

w 

25 souche de N. meningitidis, en milieu Mueller-Hinton complements k 30 /xM 
EDDA et (ii) 100 fil de complement (s6rum de jeune lapin dilue). 

Apres 30 min d'incubation a 37°C sous agitation douce, on ajoute dans 
chaque puits, 1 ml de milieu Mueller-Hinton contenant 1 ml d'agar noble en 
30 surfusion. Apr&s solidification du milieu, Tincubation est poursuivie 18-24 hrs k 
37°C ; puis le nombre d'unites formant des colonies dans chaque puits est 
6valu6. L'inverse de la derniere dilution d' antiserum en presence de laquelle on 
observe 50 % de lyse par rapport au temoin, correspond au titre bactericide. 
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Les resultats sont presents dans le Tableau III ci-dessous : 



10 



15 




20 



Dantiserum anti-recepteur 2394 a une activity bactericide uniquement k 
Tencontre des souches du premier type tel que defini dans la presente demande 
(2394, 2228, 2154, 2234 et 2448) tandis que l'antiserum anti-recepteur 2169 a 
une activite bactericide uniquement a Tencontre des souches du second type 
(2169 et 876) Ceci suggere fortement que la production d'anticorps 
neutralisants est essentiellement induite par la sous-unite de moindre poids 
moleculaire qui porte la variability antigenique. 
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SEP ID NO : 1 



Objet : Sequence d'acides amines de la sous-unit6 Tbp2 N. meningitidis 2394 



Cys Leu Gly Gly Gly Gly Ser Phe Asp Leu Asp Ser Val Glu Thr 
1 5 10 15 

Val Gin Asp Met His Ser Lys Pro Lys Tyr Glu Asp Glu Lys Ser 

20 25 30 

Gin Pro Glu Ser Gin Gin Asp Val Ser Glu Asn Ser Gly Ala Ala 

35 40 45 

Tyr Gly Phe Ala Val Lys Leu Pro Arg Arg Asn Ala His Phe Asn 

50 55 60 

Pro Lys Tyr Lys Glu Lys His Lys Pro Leu Gly Ser Met Asp Trp 

65 70 75 

Lys Lys Leu Gin Arg Gly Glu Pro Asn Ser Phe Ser Glu Arg Asp 

80 85 90 

Glu Leu Glu Lys Lys Arg Gly Ser Ser Glu Leu lie Glu Ser Lys 

95 100 105 

Trp Glu Asp Gly Gin Ser Arg Val Val Gly Tyr Thr Asn Phe Thr 

110 115 120 

Tyr Val Arg Ser Gly Tyr Val Tyr Leu Asn Lys Asn Asn lie Asp 

125 130 135 



lie Lys Asn Asn lie Val Leu Phe Gly Pro Asp Gly Tyr Leu Tyr 

140 145 150 

Tyr Lys Gly Lys Glu Pro Ser Lys Glu Leu Pro Ser Glu Lys lie 

155 160 165 

Thr Tyr Lys Gly Thr Trp Asp Tyr Val Thr Asp Ala Met Glu Lys 

170 175 180 

Gin Arg Phe Glu Gly Leu Gly Ser Ala Ala Gly Gly Asp Lys Ser 

185 190 195 

Gly Ala Leu Ser Ala Leu Glu Glu Gly Val Leu Arg Asn Gin Ala 

200 205 210 

Glu Ala Ser Ser Gly His Thr Asp Phe Gly Met Thr Ser Glu Phe 

215 220 225 

Glu Val Asp Phe Ser Asp Lys Thr lie Lys Gly Thr Leu Tyr Arg 

230 235 240 

Asn Asn Arg lie Thr Gin Asn Asn Ser Glu Asn Lys Gin lie Lys 

245 250 255 
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Thr Thr Arg Tyr Thr He Gin Ala THr Leu His Gly Asn Arg Phe 

260 265 270 

Lvs Glv Lys Ala Leu Ala Ala Asp Lys Gly Ala Thr Asn Gly Ser 
1 275 280 285 

His Pro Phe He Ser Asp Ser Asp Ser Leu Glu Gly Gly Phe Tyr 

290 295 300 

Glv Pro Lys Gly Glu Glu Leu Ala Gly Lys Phe Leu Ser Asn Asp 
J 305 310 315 

Asn Lys Val Ala Ala Val Phe Gly Ala Lys Gin Lys Asp Lys Lys 
2 320 325 330 

Asp Gly Glu Asn Ala Ala Gly Pro Ala Thr Glu Thr Val He Asp 
* 335 340 345 

Ala Tyr Arg He Thr Gly Glu Glu Phe Lys Lys Glu Gin He Asp 

350 355 360 

Ser Phe Gly Asp Val Lys Lys Leu Leu Val Asp Gly Val Glu Leu 

365 370 375 

Ser Leu Leu Pro Ser Glu Gly Asn Lys Ala Ala Phe Gin His Glu 

380 385 390 

He Glu Gin Asn Gly Val Lys Ala Thr Val Cys Cys Ser Asn Leu 

395 400 405 

Asp Tyr Met Ser Phe Gly Lys Leu Ser Lys Gku Asn Lys Asp Asp 

410 415 420 

Met Phe Leu Gin Gly Val Arg Thr Pro Val Ser Asp Val Ala Ala 

425 430 435 

Arg Thr Glu Ala Lys Tyr Arg Gly Thr Gly Thr Trp Tyr Gly Tyr 

440 , 445 450 

He Ala Asn Gly Thr Ser Trp Ser Gly Glu Ala Ser Asn Gin Glu 

455 460 465 

Gly Gly Asn Arg Ala Glu Phe Asp Val Asp Phe Ser Thr Lys Lys 

470 475 480 

He Ser Gly Thr Leu Thr Ala Lys Asp Arg Thr Ser Pro Ala Phe 

485 490 495 

Thr He Thr Ala Met He Lys Asp Asn Gly Phe Ser Gly Val Ala 

500 505 510 

Lys Thr Gly Glu Asn Gly Phe Ala Leu Asp Pro Gin Asn Thr Gly 

515 520 525 

Asn Ser His Tyr Thr His He Glu Ala Thr Val Ser Gly Gly Phe 

530 535 540 

Tyr Gly Lys Asn Ala He Glu Met Gly Gly Ser Phe Ser Phe Pro 

545 550 555 

Gly Asn Ala Pro Glu Gly Lys Gin Glu Lys Ala Ser Val Val Phe 

560 565 570 

Gly Ala Lys Arg Gin Gin Leu Val Gin 

575 
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SEP ID NO : 2 



Objet : Sequence d'acides amines de la sous-unit6 Tbpl de N. meningitidis 2394. 

Glu Asn Val Gin Ala Glu 
1 5 

Gin Ala Gin Glu Lys Gin Leu Asp Thr lie Gin Val Lys Ala Lye 

10 15 20 

Lys Gin Lys Thr Arg Arg Asp Asn Glu Val Thr Gly Leu Gly Lys 

25 30 35 

Leu Val Lys Ser Ser Asp Thr Leu Ser Lys Glu Gin Val Leu Asn 

40 45 50 

lie Arg Asp Leu Thr Arg Tyr Asp Pro Gly lie Ala Val Val Glu 

55 60 65 

Gin Gly Arg Gly Ala Ser Ser Gly Tyr Ser lie Arg Gly Met Asp 

70 75 80 

Lys Asn Arg Val Ser Leu Thr Val Asp Gly Val Ser Gin lie Gin 

85 90 95 

Ser Tyr Thr Ala Gin Ala Ala Leu Gly Gly Thr Arg Thr Ala Gly 

100 105 110 

Ser Ser Gly Ala lie Asn Glu lie Glu Tyr Glu Asn Val Lys Ala 

115 120 125 

Val Glu lie Ser Lys Gly Ser Asn Ser Ser Glu Tyr Gly Asn Gly 

130 135 140 

Ala Leu Ala Gly Ser Val Ala Phe Gin Thr Lys Thr Ala Ala Asp 

145 150 155 

lie lie Gly Glu Gly Lys Gin Trp Gly lie Gin Ser Lys Thr Ala 

160 165 170 

Tyr Ser Gly Lys Asp His Ala Leu Thr Gin Ser Leu Ala Leu Ala 

175 180 185 

Gly Arg Ser Gly Gly Ala Glu Ala Leu Leu lie Tyr Thr Lys Arg 

190 195 200 

Arg Gly Arg Glu lie His Ala His Lys Asp Ala Gly Lys Gly Val 

205 210 215 

Gin Ser Phe Asn Arg Leu Val Leu Asp Glu Asp Lys Lys Glu Gly 

220 225 230 

Gly Ser Gin Tyr Arg Tyr Phe lie Val Glu Glu Glu Cys His Asn 

235 240 245 

Gly Tyr Ala Ala Cys Lys Asn Lys Leu Lys Glu Asp Ala Ser Val 

250 255 260 
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Lys Asp Glu Arg Lys Thr Val Ser Thr Gin Asp Tyr Thr Gly Ser 

265 270 275 

Asn Arg Leu Leu Ala Asn Pro Leu Glu Tyr Gly Ser Gin Ser Trp 

280 285 290 

Leu Phe Arg Pro Gly Trp His Leu Asp Asn Arg His Tyr Val Gly 

295 300 305 

Ala Val Leu Glu Arg Thr Gin Gin Thr Phe Asp Thr Arg Asp Met 

310 315 320 

Thr Val Pro Ala Tyr Phe Thr Ser Glu Asp Tyr Val Pro Gly Ser 

325 330 335 

Leu Lys Gly Leu Gly Lys Tyr Ser Gly Asp Asn Lys Ala Glu Arg 

340 345 350 

Leu Phe Val Gin Gly Glu Gly Ser Thr Leu Gin Gly lie Gly Tyr 

355 360 365 

Gly Thr Gly Val Phe Tyr Asp Glu Arg His Thr Lys Asn Arg Tyr 

370 375 380 

Glv Val Glu Tyr Val Tyr His Asn Ala Asp Lys Asp Thr Trp Ala 

385 390 395 

Asp Tyr Ala Arg Leu Ser Tyr Asp Arg Gin Gly lie Asp Leu Asp 

400 405 410 

Asn Arg Leu Gin Gin Thr His Cys Ser His Asp Gly Ser Asp Lys 

415 420 425 

Asn Cys Arg Pro Asp Gly Asn Lys Pro Tyr Ser Phe Tyr Lys Ser 

430 435^ 440 

Asp Arg Met lie Tyr Glu Glu Ser Arg Asn Leu Phe Gin Ala Val 

445 450 455 

Phe Lys Lys Ala Phe Asp Thr Ala Lys lie Arg His Asn Leu Ser 

460 465 470 

lie Asn Leu Gly Tyr Asp Arg Phe Lys Ser Gin Leu Ser His Ser 

475 480 485 

Asp Tyr Tyr Leu Gin Asn Ala Val Gin Ala Tyr Asp Leu lie Thr 

490 495 500 

Pro Lys Lys Pro Pro Phe Pro Asn Gly Ser Lys Asp Asn Pro Tyr 

505 510 515 

Arg Val Ser He Gly Lys Thr Thr Val Asn Thr Ser Pro He Cys 

520 525 530 

Arg Phe Gly Asn Asn Thr Tyr Thr Asp Cys Thr Pro Arg Asn He 

535 540 545 

Gly Gly Asn Gly Tyr Tyr Ala Ala Val Gin Asp Asn Val Arg Leu 

550 555 560 

Gly Arg Trp Ala Asp Val Gly Ala Gly He Arg Tyr Asp Tyr Arg 

565 570 575 

Ser Thr His Ser Glu Asp Lys Ser Val Ser Thr Gly Thr His Arg 

580 585 590 
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Asn Leu Ser 
Met Asp Leu 
Phe Ala Glu 
Leu Asp Leu 
Val Phe Lys 
Asn Ala Tyr 
Gin Asn Gly 
Ala Gin Asn 
Asp Trp His 
Thr Leu Ala 
Ala Asp Arg 
Pro Ser Arg 
lie Trp Gly 

Val Asp Glu 
Asn Ala Lys 
Thr Asp Val 
Arg Ala Gly 
Glu Asn Val 
Asn Val Gly 
Thr Phe Ser 



Trp Asn Ala 
595 

Thr Tyr Arg 
610 

Met Tyr Gly 
625 

Lys Pro Glu 
640 

Gly Asp Phe 
655 

Arg Asp Leu 
670 

Gin Thr Ser 
685 

Ala Arg He 
700 

Gly Val Trp 
715 



Tyr Asn Arg 
730 

Thr Phe Val 
745 

Tyr Val Leu 
760 

He Asn Thr 
775 

Leu Leu Gly 
790 

Lys Ala Ala 
805 

Ser Gly Tyr 
820 

Val Tyr Asn 
835 

Arg Gin Thr 
850 

Val Tyr Asn 
865 

Leu Glu Met 
880 



Gly Val Val 
600 

Ala Ser Thr 
615 

Trp Arg Ala 
630 

Lys Ser Phe 
645 

Gly Asn Leu 
660 

lie Ala Phe 
675 

Ala Ser Gly 
690 

Ala Gly lie 
705 

Gly Gly Leu 
720 

lie Lys Val 
735 



Thr Ser Tyr 
750 

Gly Leu Gly 
765 

Met Phe Thr 
780 



Ser Gin Ala 
795 

Ser Arg Arg 
810 

Tyr Asn lie 
825 

Leu Leu Asn 
840 

Ala Gly Gly 
855 

Arg Tyr Ala 
870 

Lys Phe 



Leu Lys Pro 
Gly Phe Arg 
Gly Glu Ser 
Asn Arg Glu 
Glu Ala Ser 
Gly Tyr Glu 
Asp Pro Gly 
Asn lie Leu 
Pro Asp Gly 
Lys Asp Ala 
Leu Phe Asp 
Tyr Asp His 
Tyr Ser Lys 

Leu Leu Asn 
Thr Arg Pro 
Lys Lys His 
Tyr Arg Tyr 
Ala Val Asn 
Ala Pro Gly 



Phe Thr Trp 
605 

Leu Pro Ser 
620 

Leu Lys Thr 
635 



Ala Gly lie 
650 

Tyr Phe Asn 
665 



Thr Arg Thr 
680 



Tyr Arg Asn 
695 

Gly Lys lie 
710 

Leu Tyr Ser 
725 



Asp lie Arg 
740 



Ala Val Gin 
755 



Pro Asp Gly 
770 

Ala Lys Ser 
785 



Gly Asn Ala 
800 



Trp Tyr Val 
815 

Leu Thr Leu 
830 

Val Thr Trp 
845 

Gin His Lys 
860 



Arg Asn Tyr 
875 
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SEP ID NO : 3 



Objet : Sequence d'acides amines de la sous-unite Tbpl de N. meningitidis 2169. 

Glu Asn Val Gin Ala Gly 
1 5 

Gin Ala Gin Glu Lys Gin Leu Asp Thr lie Gin Val Lys Ala Lys 

10 15 20 

Lys Gin Lys Thr Arg Arg Asp Asn Glu Val Thr Gly Leu Gly Lys 

25 30 35 

Leu Val Lys Thr Ala Asp Thr Leu Ser Lys Glu Gin Val Leu Asp 

40 45 50 

lie Arg Asp Leu Thr Arg Tyr Asp Pro Gly lie Ala Val Val Glu 

55 60 65 

Gin Gly Arg Gly Ala Ser Ser Gly Tyr Ser lie Arg Gly Met Asp 

70 75 80 

Lys Asn Arg Val Ser Leu Thr Val Asp Gly Leu Ala Gin lie Gin 

85 90 95 

Ser Tyr Thr Ala Gin Ala Ala Leu Gly Gly Thr Arg Thr Ala Gly 

100 105 110 

Ser Ser Gly Ala lie Asn Glu He Glu Tyr Glu Asn Val Lys Ala 

115 120 125 

Val Glu He Ser Lys Gly Ser Asn Ser Val Glu Gin Gly Ser Gly 

130 135 140 

Ala Leu Ala Gly Ser Val Ala Phe Gin Tyr Lys Thr Ala Asp Asp 

145 150 155 

Val lie Gly Glu Gly Arg Gin Trp Gly lie Gin Ser Lys Thr Ala 

160 165 170 

Tyr Ser Gly Lys Asn Arg Gly Leu Thr Gin Ser He Ala Leu Ala 

175 180 185 

Gly Arg He Gly Gly Ala Glu Ala Leu Leu He His Thr Gly Arg 

190 195 200 

Arg Ala Gly Glu He Arg Ala His Glu Asp Ala Gly Arg Gly Val 

205 210 215 

Gin Ser Phe Asn Arg Leu Val Pro Val Glu Asp Ser Ser Glu Tyr 

220 225 230 

Ala Tyr Phe He Val Glu Asp Glu Cys Glu Gly Lys Asn Tyr Glu 

235 240 245 

Thr Cys Lys Ser Lys Pro Lys Lys ASp Val Val Gly Lys Asp Glu 

250 255 260 
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Arg Gin Thr 
Leu Ala Asp 
Pro Gly Phe 
Leu Glu His 
Pro Ala Phe 
Ala Gly Ser 
Tyr Gly Gly 
Ala Glu Tyr 
Ser Arg Tyr 
Thr Trp Ala 
Gly Leu Asp 
Ser Asp Lys 

Tyr Lys Ser 
Gin Ala Ala 
Asn Leu Ser 
Arg His Gin 
Ser Lys Thr 
Lys Pro Tyr 
Gin lie Cys 
Arg Ser lie 
Val Arg Leu 



Val Ser Thr 
265 



Pro Leu Ser 
280 

Arg Phe Glu 
295 

Thr Gin Gin 
310 

Leu Thr Lys 
325 

Leu Pro Gly 
340 

Leu Phe Thr 
355 

Gly Thr Gly 
370 

Gly Leu Glu 
385 

Asp Tyr Ala 
400 

Asn His Phe 
415 

Tyr Cys Arg 
430 

Asp Arg Val 
445 

Phe Lys Lys 
460 

Val Asn Leu 
475 

Asp Tyr Tyr 
490 

Pro Pro Lys 
505 

Trp Val Ser 
520 

Leu Phe Gly 
535 

Asn Gly Lys 
550 

Gly Arg Trp 
565 



Arg Asp Tyr 
270 

Tyr Glu Ser 
285 



Asn Lys Arg 
300 

Thr Phe Asp 
315 

Ala Val Phe 
330 

Asn Gly Lys 
345 

Asn Gly Glu 
360 



Val Phe Tyr 
375 



Tyr Val Tyr 
390 

Arg Leu Ser 
405 

Gin Gin Thr 
420 

Pro Ser Ala 
435 

lie Tyr Gly 
450 

Ser Phe Asp 
465 

Gly Phe Asp 
480 



Tyr Gin His 
495 

Thr Ala Asn 
510 

He Gly Gly 
525 

Asn Asn Thr 
540 

Ser Tyr Tyr 
555 

Ala Asp Val 
570 



Thr Gly Pro 
Arg Ser Trp 
His Tyr He 
Thr Arg Asp 
Asp Ala Asn 
Tyr Ala Gly 
Asn Gly Ala 
Asp Glu Thr 
Thr Asn Ala 
Tyr Asp Arg 
His Cys Ser 
Asp Lys Pro 

Glu Ser His 
Thr Ala Lys 
Arg Phe Asp 
Ala Asn Arg 
Pro Asn Gly 
Gly Asn Val 
Tyr Thr Asp 
Ala Ala Val 
Gly Ala Gly 



Asn Arg Phe 
275 

Leu Phe Arg 
290 

Gly Gly He 
305 

Met Thr Val 
320 

Ser Lys Gin 
335 



Asn His Lys 
350 



Leu Val Gly 
365 

His Thr Lys 
380 

Asp Lys Asp 
395 

Gin Gly He 
410 

Ala Asp Gly 
425 

Phe Ser Tyr 
440 



Arg Leu Leu 
455 

He Arg His 
470 



Ser Asn Leu 
485 

Ala Tyr Ser 
500 



Asp Lys Ser 
515 

Val Thr Gly 
530 



Cys Thr Pro 
545 



Arg Asp Asn 
560 



Leu Arg Tyr 
575 
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Asp Tyr Arg Ser Thr His Ser Asp Asp Gly Ser Val Ser Thr Gly 

580 585 590 

Thr His Arg Thr Leu Ser Trp Asn Ala Gly lie Val Leu Lys Pro 

595 600 605 

Ala Asp Trp Leu Asp Leu Thr Tyr Arg Thr Ser Thr Gly Phe Arg 

610 615 620 

Leu Pro Ser Phe Ala Glu Met Tyr Gly Trp Arg Ser Gly Val Gin 

625 630 635 

Ser Lys Ala Val Lys lie Asp Pro Glu Lys Ser Phe Asn Lys Glu 

640 645 650 

Ala Gly lie Val Phe Lys Gly Asp Phe Gly Asn Leu Glu Ala Ser 

655 660 665 

Trp Phe Asn Asn Ala Tyr Arg Asp Leu He Val Arg Gly Tyr Glu 

670 675 680 

Ala Gin He Lys Asn Gly Lys Glu Glu Ala Lys Gly Asp Pro Ala 

685 690 695 

Tyr Leu Asn Ala Gin Ser Ala Arg lie Thr Gly lie Asn He Leu 

700 70S 710 

Gly Lys He Asp Trp Asn Gly Val Trp Asp Lys Leu Pro Glu Gly 

715 720 725 

Trp Tyr Ser Thr Phe Ala Tyr Asn Arg Val His Val Arg Asp He 

730 735 740 

Lys Lys Arg Ala Asp Arg Thr Asp He Gin Ser His Leu Phe Asp 
2 745 750 755 

Ala He Gin Pro Ser Arg Tyr Val Val Gly Leu Gly Tyr Asp Gin 

760 765 770 

Pro Glu Gly Lys Trp Gly Val Asn Gly Met Leu Thr Tyr Ser Lys 

775 780 785 

Ala Lys Glu He Thr Glu Leu Leu Gly Ser Arg Ala Leu Leu Asn 

790 795 800 

Gly Asn Ser Arg Asn Thr Lys Ala Thr Ala Arg Arg Thr Arg Pro 

805 810 815 

Trp Tyr He Val Asp Val Ser Gly Tyr Tyr Thr He Lys Lys His 

820 825 830 

Phe Thr Leu Arg Ala Gly Val Tyr Asn Leu Leu Asn Tyr Arg Tyr 

835 840 845 

Val Thr Trp Glu Asn Val Arg Gin Thr Ala Gly Gly Ala Val Asn 

850 855 860 

Gin His Lys Asn Val Gly Val Tyr Asn Arg Tyr Ala Ala Pro Gly 

865 870 875 

Arg Asn Tyr Thr Phe Ser Leu Glu Met Lys Phe 

880 885 
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SEP ID NO : 4 



Objet : 



Sequence d*acides amin& de la sous-unit6 Tbp2 de N. meningitidis 2169. 



Cys Leu Gly Gly Gly Gly Ser Phe Asp Leu 
15 10 



Asp Ser Val Asp Thr Glu Ala Pro Arg Pro Ala Pro Lys Tyr Gin 

15 20 25 

Asp Val Ser Ser Glu Lys Pro Gin Ala Gin Lys Asp Gin Gly Gly 

30 35 40 

Tyr Gly Phe Ala Met Arg Leu Lys Arg Arg Asn Trp Tyr Pro Gly 

45 50 55 

Ala Glu Glu Ser Glu Val Lys Leu Asn Glu Ser Asp Trp Glu Ala 

60 65 70 

Thr Gly Leu Pro Thr Lys Pro Lys Glu Leu Pro Lys Arg Gin Lys 

75 80 85 

Ser Val lie Glu Lys Val Glu Thr Asp Gly Asp Ser Asp lie Tyr 

90 95 100 

Ser Ser Pro Tyr Leu Thr Pro Ser Asn His Gin Asn Gly Ser Ala 

105 110 115 

Gly Asn Gly Val Asn Gin Pro Lys Asn Gin Ala Thr Gly His Glu 

120 125 130 

Asn Phe Gin Tyr Val Tyr Ser Gly Trp Phe Tyr Lys His Ala Ala 

135 140 145 

Ser Glu Lys Asp Phe Ser Asn Lys Lys lie Lys Ser Gly Asp Asp 

150 155 160 

Gly Tyr lie Phe Tyr His Gly Glu Lys Pro Ser Arg Gin Leu Pro 

165 170 175 

Ala Ser Gly Lys Val He Tyr Lys Gly Val Trp His Phe Val Thr 

180 185 190 

Asp Thr Lys Lys Gly Gin Asp Phe Arg Glu He He Gin Pro Ser 

195 200 205 

Lys Lys Gin Gly Asp Arg Tyr Ser Gly Phe Ser Gly Asp Gly Ser 



Glu Glu Tyr Ser Asn Lys Asn Glu Ser Thr Leu Lys Asp Asp His 

225 230 235 

Glu Gly Tyr Gly Phe Thr Ser Asn Leu Glu Val Asp Phe Gly Asn 

240 245 250 

Lys Lys Leu Thr Gly Lys Leu He Arg Asn Asn Ala Ser Leu Asn 



210 



215 



220 



255 



260 



265 
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Asn Asn Thr Asn Asn Asp Lys His Thr Thr Gin Tyr Tyr Ser Leu 

270 275 280 

Asp Ala Gin lie Thr Gly Asn Arg Phe Asn Gly Thr Ala Thr Ala 

285 290 295 

Thr Asp Lys Lys Glu Asn Glu Thr Lys Leu His Pro Phe Val Ser 

300 305 310 

Asp Ser Ser Ser Leu Ser Gly Gly Phe Phe Gly Pro Gin Gly Glu 

315 320 325 

Glu Leu Gly Phe Arg Phe Leu Ser Asp Asp Gin Lys Val Ala Val 

330 335 340 

Val Gly Ser Ala Lys Thr Lys Asp Lys Leu Glu Asn Gly Ala Ala 

345 350 355 

Ala Ser Gly Ser Thr Gly Ala Ala Ala Ser Gly Gly Ala Ala Gly 

360 365 370 

Thr Ser Ser Glu Asn Ser Lys Leu Thr Thr Val Leu Asp Ala Val 

375 380 385 

Glu Leu Thr Leu Asn Asp Lys Lys lie Lys Asn Leu Asp Asn Phe 

390 395 400 

Ser Asn Ala Ala Gin Leu Val Val Asp Gly lie Met lie Pro Leu 

405 410 415 

Leu Pro Lys Asp Ser Glu Ser Gly Asn Thr Gin Ala Asp Lys Gly 

420 425 430 

Lys Asn Gly Gly Thr Glu Phe Thr Arg Lys Phe Glu His Thr Pro 

435 440 445 

Glu Ser Asp Lys Lys Asp Ala Gin Ala Gly Thr Gin Thr Asn Gly 

450 455 460 

Ala Gin Thr Ala Ser Asn Thr Ala Gly Asp Thr Asn Gly Lys Thr 

465 470 475 

Lys Thr Tyr Glu Val Glu Val Cys Cys Ser Asn Leu Asn Tyr Leu 

480 485 490 

Lys Tyr Gly Met Leu Thr Arg Lys Asn Ser Lys Ser Ala Met Gin 

495 500 505 

Ala Gly Gly Asn Ser Ser Gin Ala Asp Ala Lys Thr Glu Gin Val 

510 515 520 

Glu Gin Ser Met Phe Leu Gin Gly Glu Arg Thr Asp Glu Lys Glu 

525 530 535 

lie Pro Thr Asp Gin Asn Val Val Tyr Arg Gly Ser Trp Tyr Gly 

540 545 550 

His He Ala Asn Gly Thr Ser Trp Ser Gly Asn Ala Ser Asp Lys 

555 560 565 



Glu Gly Gly Asn Arg Ala Glu Phe Thr Val Asn Phe Ala Asp Lys 

570 575 580 
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Lys lie Thr Gly Lys Leu Thr Ala Glu Asn Arg Gin Ala Gin Thr 

585 590 595 

Phe Thr lie Glu Gly net lie Gin Gly Asn Gly Phe Glu Gly Thr 

600 605 610 

Ala Lys Thr Ala Glu Ser Gly Phe Asp Leu Asp Gin Lys Asn Thr 

615 620 625 

Thr Arg Thr Pro Lys Ala Tyr lie Thr Asp Ala Lys Val Lys Gly 

630 635 640 

Gly Phe Tyr Gly Pro Lys Ala Glu Glu Leu Gly Gly Trp Phe Ala 

645 650 655 

Tyr Pro Gly Asp Lys Gin Thr Glu Lys Ala Thr Ala Thr Ser Ser 

660 665 670 

Asp Gly Asn Ser Ala Ser Ser Ala Thr Val Val Phe Gly Ala Lys 

675 680 685 

Arg Gin Gin Pro Val Gin 

690 
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Revendications 

1. Une composition phannaceutique vaccinale destinee k la prevention ou k 
Tattenuation des effets d'une infection a Neisseria meningitidis, qui 
comprend a litre d'agents therapeutiques au moins une premiere et une 
deuxieme molecules capables de se lier k la transferrine humaine ; ladite 
premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de 
N. meningitidis qui possede xm recepteur de la transferrine humaine . au 
moins constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire et d'une sous- 
unite de poids moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids 
moleculaire moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur de la 
souche N. meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue par un 
antiserum anti-recepteur de la souche de N. meningitidis 2169 (recepteur 
2169) ; et ladite deuxieme molecule ayant pour origine une deuxieme 
souche de K meningitidis qui poss&de un recepteur de la transferrine 
humaine au moins constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire et 
d'une sous-unite de poids moleculaire moindre et dont la sous-unite de 
poids moleculaire moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur 
2169 et n'est pas reconnue par un antiserum anti-recepteur 2394. 

2. Une composition phannaceutique vaccinale selon la revendication 1, qui 
comprend k titre d'agents therapeutiques au moins une premiere et une 
deuxieme molecules capables de se lier k la transferrine humaine ; ladite 
premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de 
K meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine dont la 
sous-unite de haut poids moleculaire et la sous-unite de poids moleculaire 
moindre sont reconnues par un antiserum anti-recepteur 2394 ; et ladite 
deuxieme molecule ayant pour origine une deuxieme souche de 
N. meningitidis qui possfcde un recepteur de la transferrine humaine dont la 
sous-unite de haut poids moleculaire et la sous-unite de poids moleculaire 
moindre sont reconnues par un antiserum anti-recepteur 2169- 

3, Une composition phannaceutique vaccinale selon la revendication 1 ou 2, 
qui comprend k titre d' agent therapeutiques, au moins une premiere et une 
deuxieme molecules capables de se lier a la transferrine humaine ; ladite 
premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de N. 
meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire de 
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100 kD environ & 90 kD et d'une sous-unite de moindre poids moleculaire 
de 75 kD a 60 kD ; et ladite deuxifeme molecule ayant pour origine une 
deuxieme souche de N. meningitidis qui possede un r6cepteur de la 
transferrine humaine essentiellement constitue d'une sous-unit6 d'un poids 
moleculaire elev6 de 100 kD environ a 90 kD et d'une sous-unite d'un poids 
moleculaire moindre de 90 kD a 80 kD . 

4. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 3, dans 
laquelle ladite premiere molecule a pour origine une premiere souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitu6 d'une sous-unite de haut poids moleculaire de 93- 
95 kD environ et d'une sous-unit6 de moindre poids moleculaire de 72 kD k 
65 kD. 

5. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 4, dans 
laquelle ladite premiere molecule a pour origine une premiere^ souche de 
AT. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitu6 d'une sous-unit6 de haut poids moleculaire de 
93 kD environ et d'une sous-unite de moindre poids moleculaire de 67- 
70 kD environ, 

6. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 5, dans 
laquelle ladite deuxieme molecule a pour origine une deuxieme souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitud d'une sous-unite de haut poids moleculaire de 
100 kD environ a 95 kD et d'une sous-unite d'un poids moleculaire moindre 
de87kDa85kD. 

Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 6, dans 
laquelle ladite deuxieme molecule a pour origine une deuxieme souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitu6 d'une sous-unit6 de haut poids moleculaire de 
98 kD environ et d'une sous-unit6 d'un poids moleculaire moindre de 87 kD 
environ. 

8. Une composition pharmaceutique vaccinale selon Tune des revendications 
1 £ 7, dans laquelle ladite premiere molecule capable de se lier a la 



7. 



T 
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transferrine humaine et ayant pour origine ladite premiere souche, est le 
recepteur de la transferrine humaine de ladite premiere souche. 

9. Une composition pharmaceutique vaccinale selon Tune des revendications 
1 k 7, dans laquelle ladite premiere molecule capable de se lier k la 
transferrine humaine et ayant pour origine ladite premiere souche, est la 
sous-unite de moindre poids moleculaire du recepteur de la transferrine 
humaine de ladite premiere souche, un fragment ou un analogue de ladite 
sous-unite de moindre poids mol6culaire. 

10. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 9, dans 
laquelle ladite premiere molecule capable de se lier k la transferrine 
humaine et ayant pour origine ladite premiere souche, est la sous-unite de 
moindre poids mol6culaire du recepteur de la transferrine humaine de 
ladite premiere souche. 

11. Une composition pharmaceutique vaccinale selon Tune des revendications 
1 k 10, dans laquelle ladite deuxieme molecule capable de se lier k la 
transferrine humaine et ayant pour origine ladite deuxieme souche, est le 
recepteur de la transferrine humaine de ladite deuxieme souche. 

12. Une composition pharmaceutique vaccinale selon Tune des revendications 
1 a 10, dans laquelle ladite deuxieme molecule capable de se lier k la 
transferrine humaine et ayant pour origine ladite deuxieme souche, est la 
sous-unite de moindre poids moleculaire du recepteur de la transferrine 
humaine de ladite deuxieme souche, un fragment ou un analogue de ladite 
sous-unite de moindre poids moleculaire. 

13. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 12, dans 
laquelle ladite deuxieme molecule capable de se lier a la transferrine 
humaine et ayant pour origine ladite deuxieme souche, est la sous-unite de 
moindre poids moleculaire du r6cepteur de la transferrine humaine de 
ladite deuxieme souche. 
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14, Une composition pharmaceutique vaccinale selon Tune des revendications 
1 k 13, dans laquelle lesdites premiere et deuxi&me molecules ont 
respectivement pour origine une premiere et deuxteme souches de 
N. meningitidis sSrogroupe B. 



9306861 A1_I_> 



J 



1/1 



41 



FIG. 1 




FEUILLE DE REM PLACEMENT 



< 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Internati nal application No. 

PCT/FR 92/00905 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

Int. CI? A61K 39/095; //C07K 13/00 

According to Internati nal Patent Classification (IPC) or to both nati nal classification and IPC 
BL FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

C07K; A61K 



Int. CI? 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A 



W0, A, 9 012 591 (UNIVERSITY TECHNOLOGIES INTERNATIONAL 

INC.) 1 November 1990 (cited in the application) 
see the whole document 

WO, A, 8 702 678 (STATE OF OREGON) 7 May 1987 

see the whole document 

INFECTION AND IMMUNITY Vol. 58, No. 9 September 1990, 
WASHINGTON pages 2875-2881. NIRUPAMA B. B. ET AL 
" expression of neisseria meningitidis iron- 
regulated outer membrane proteins, including a 
70-kilodalton transferrin receptor, arid their 
potential for use as vaccines" 
cited in the application, see the whole document 



1-14 



1-14 



1-14 



Further documents are listed in the continuation of Box C. | | See patent family annex. 



* Special categories of cited documents: 

"A" document defining the general state of the art which is not considered 
to he of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or other 
special reason (as specified) 

**0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 
means 

"P" document published prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 



*T" later document published after the international filing date or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

**Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with oneor more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 



document member of the same patent family 



1 Date of the actual completion f the international search 

15 January 1993 (15.01.93) 


Date of mailing f the international search rep rt I 

8 February 1993 (08.02.93) 


1 Name and mailing address of the ISA/ 


Auth rized officer 1 


EUROPEAN PATENT OFFICE 




I Facsimile No. 


Telephon No. 1 



BNSOOCID: <WO 9306861 A1_U= 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT ro „„ nftC 
ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. FR 9200905 

SA 66Z95 




ictstbe pr— »*» hardly members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international 
contained in the European Patent Office EOP file on 

Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information. 



report 

15/01/93 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited m search report 


date 


mcmbcrft) 


date 


WO-A-9012591 


01-11-90 


AU-A- 


5526190 


16-11-90 




US-A- 


5141743 


25-08-92 


W0-A-8702678 


07-05-87 


US-A- 


4681761 


21-07-87 




AU-B- 


594400 


08-03-90 






AU-A- 


6623286 


19-05-87 






EP-A- 


0245433 


19-11-87 






JP-T- 


63502427 


14-09-88 



For more ^-'fc about this annex : see Official Journal of the European Patent Sice, No. 12/82 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Demand* Internationale No 



PCT/FR 92/00905 



L CXASSEMENT DE LINVIMION (si pluseun symboles de classification sent appttcahlcs, les indiquer tons) l 



la 

CIB 



mteraatknale des brevets (OB) ouiU fois selon U classification nation ale ct U CIB 

5 A61K39/095; //C07K13/00 



] JL DOMAINES 5UR LESQUELI 


SLASECHERC 


HE A PORTE 1 


1 Documentation mini male oonsnltee* 1 




Symbol es de classification 1 


1 CIB 5 


C07K ; 


A61K 



Documentation consultee autre que la documentation mizdmale dans la mesure 
ou de tds documents font parti* des domalnes sur lesquels la recherche a poite 9 



To- 



ol DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Identification des documents cites, avec Indication, si 

des passages pertinents 13 



No. des revendl cations 
visees w 



WO, A, 9 012 591 (UNIVERSITY TECHNOLOGIES 

INTERNATIONAL INC.) 

1 Novembre 1990 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

MD,A,8- 702 678 (STATE OF OREGON) 
7 Mai 1987 

voir le document en entier 



1-14 



1-14 



° Categories speciales de documents dtfc: 11 

"A" document definissant rent general de la technique, non 
consider* comme particulierement pertinent 

*E* document anterieur, mals public 1 la date de depot interna- 
tional ou apres cette date 

*L* document pouvant Jeter un doute sur one revendication de 
priorite ou dte pour determiner la date de publication d'une 
autre dtation ou pour une raison spedale (telle qu/indiquee) 

*0* document se referant A une divulgation orale, dun usage, a 
une exposition ou tons autres moyens 

*P* document public avant la date de depot international, mals 
poster! eurement a la date de priorite revendlquee 



document uherieur publie posteri eurement i la date de depot 
international ou a la date de priorite et n'appartenenant pas 
a fetal de la technique pertinent, mals dte pour comprendre 
le prindpe ou la theorte constituant la base de I'lnvention 

document particulierement pertinent; invention revendl- 
quee ne pent etre considerce comme nouveile ou comme 
impUquant une activite Inventive 

document particulierement pertinent; ^invention reven- 
dlquee ne pent etre consideree comme ImpUquant une 
activite inventive lorsque le document est assode d un ou 
plusieurs autres documents de meme nature, cette combi- 
naisoa ctant evidente pour une personne du metier. 

document qui fait partte de la meme famlUe de brevets 



IV. CERTIFICATION 



1 Date a laquelle la recherche Internationale a ete effectivemcnt achevee 

15 JANVIER 1993 


Date d'expedibon du present rapport de recherche internationale 1 

0 S. Q2. ft- 


I Administration chargee de la recherche Internationale 

1 OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 


Signature du fonctionnaire autorise I 

FERNANDEZ Y BRA F. 



PCT/KA/2HM 



fcMIl*) (Jenicr IMS) 



BNSDOCID: <WO 9306861A1 I > 



de Internationale No 



PCT/FR 92/00905 



HL DOCUMENTS CONSDDEEES COMME PERTINENTS 14 



(SUITE DES RENSEIGN1 
DEUSEME FEUHXE) 



MTS INDIQUE5 SUE LA 



Ifcstification de? documents dies, 16 avec indication, si necessalre 

des passages pertinents 17 



No. dts revcndkations 
vises 11 



INFECTION AND IMMUNITY 

vol. 58, no. 9, Septembre 1990, WASHINGTON 

pages 2875 - 2881 

NIRUPAMA B.B. ET AL 'expression of 

neisseria meningitidis iron-regulated 

outer membrane proteins, including a 

70-kilodalton transferrin receptor, and 

their potential for use as vaccines 1 

cite dans la demande 

voir le document en en tier 



1-14 



ta**t FCT/ISA/210 (fafifa HtflliMrlln) (Octatx* Ml) 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. 



FR 9200905 
SA 66295 



mdique tes membres de la funille de brevets relatirs aux documents brevets cites dans le rapport de 



tpcen des brevets. 



sont contenus an ficfaier mfonnatique de I'Office curopeen des brevets a la date du 
founds sont donnes a titre indicatif et n'engagent pas la responsafailite de roffiee 



15/01/93 



brevet ate 
de u c h c r c h r , 



Date de 



Membre<8> de la 
de brevet(6) 



Datede 
publication 



WO-A-9012591 


01-11-90 


AU-A- 
US-A- 


5526190 
5141743 


16-11-90 
25-08-92 


WO-A-8702678 


07-05-87 


US-A- 


4681761 


21-07-87 






AU-B- 


594400 


08-03-90 






AU-A- 


6623286 


19-05-87 






EP-A- 


0245433 


19-11-87 






JP-T- 


63502427 


14-09-88 



Pour tout renseignctnent concernant cette annexe : voir Journal OfSctel de POfficc curopeen des brevets, No«12/82 



9308881AU_> 



I I 

I I 



■•I 1 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



